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COMPOSITION 



^.^^^.c^^aOE, ^nvTllTSTRABLE PAK VOIE ORAI^ 



np;c:^NRE A BFnTTTPF. T^S EFFFTS HTtS p-IACTAMIKES 

La presents invention concerne une composition 
pharmaceutique acSministrable par voie orale, destines a 
r^duire les effets des /J-lactamines sur la flore intestinale. 
La presents invention concerne plus specialement une coriposi- 
5 tion contenant des bacteries non pathogenes pour I'homme. 

On sait que le traitement par des ^-lactamines a large 

spectre entralne des modifications importantes de la flore 

microbienne normale et en particulier de la flore 

intestinale dans le cas d'un traitement par des ^-lactamines a 

10 Elimination biliaire notable. 
• 

Ces modifications peuvent concerner en particulier les 
bacteries anaerobies strictes qui constituent les populations 
dominantes de la flore intestinale et qui s'opposent 
normalement a la colonisation par des microorganismes 
15 potentiellement pathogenes tels que enterob^cteries, 
Pseudomonas, Staphylocoques , levures, etc... La diminution de 
la flore dominante peut done conduire au d6veloppement de 
germes infectieux, ce qui est particulierement dangereux 
Chez certains patients. 

20 Par le passe, on a deja propose d'administrer par voie 

orale diverses bacteries ou levures. II s'agissait toutefois 
de suppleer aux bacteries constituant initialement la flore 
intestinale. 

La presente invention vise a fournir une composi- 
25 tion contenant des bacteries non pathogenes qui est destinee 
non pas a remplacer la flore initiale mais a 6viter la 
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I 

disparition de la flora intestinale naturelle, 

A cet e££et, la presente invention a pour objet line 
composition phaxraaceutigue, administrable par voie orale, 
destin^e a reduire les ef fets des ^-lactamines sur la flore 
5 intestinale chez I'hoiome, et caract^risee en ce gu'elle 

•^^piapr^end des , bafisteries ana^rbb^es striates productrices de ' 
^-lactamases : 

- Bacteroides fragilis 

- Bacteroides melaninogenicus 
10 - Bacteroides intenaedius 

-> - Bactera3:43es nonf ragllils 

- Bact^roidets asaccharolyticus 

- Bacteroides bivius 

- Bacteroides disiens 
15 - Bacteroides oralis 

- Bacteroides ruminicola 

- Bacteroides capillosus 
. - Bacteroides uniformis 

- Clostridiijm butyricum 
20 ^* Fusobact^iuia nucleatmn 

(Nord C.E. 1986 Rev. Infect Dis.8-5 543, 548). 

Ces bacteries font partie de la flore intestinale de 
sujets normaxix et leur introduction dans I'intestin de sujets 
^i'^n* sont depoiSErvus ne presente pas d ' inconvenients . 

25 La composition selon 1' invention est normalement 

administree par voie orale quelques heures avant ou pratique* 
ment en m^me temps que le traiteiaent par la j9-lactamine . Des 
:.prisesr repetees peuvent etre envisagees pendant le traite- 
ment par la ^-lactamine. 

9 

30 . ...^ La composition selon 1 'invention trouve une application 
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lors du traitement par des ^-lactamines telles que : 
- des p^nicilllnes 

notamment la p6nicilline G et les phenoxyiaethylp6nicillines, 
la in6thicilline et les isoxazolylp6nicillines (par exemple 
5 oxacilline et cloxacilline) , des aminopenicillines (par 
exemple ampicilline et amoxicilline) , des amidinopenicillines 
(par exemple pivmecillinam) , des carboxypenicillines (par 
exemple carbenicilline, ticarcilline) , des 

methoxycarboxypenicillines (par exemple t^mocilline) , des 
10 acylureidopenicillines (par exemple Mezlocilline, Azlocilline, 
Piperacilline) , des acylpenicillines (par exemple 
Apalcilline) • 
* des cephalosporines 

notamment la c6falotine, la cefazoline, le cefamandole, le 
15 cefuroxime, le c6fotaxime/ le ceftizoxime, la ceftazidime, 
la ceftriaxone. 

des monobactames (a noyau azetidine) , par exemple 

I'aztreonam. 

Les souches de bacteries anaerobies strictes que I'on 
20 utilise dans la presente invention sont noteonment des 
souches productrices de /9-lactamase appartenant au genre 
Bacteroides. 

Les souches productrices de ^-lactamases-, peuvent ^tre 
deterrainees par un test in vitro. On peut utiliser a cet 
25 effet une methode qui consists a doser la quantite de 
^-lactamine residuelle apres contact avec la solution presumee 
contenir une activite /^-lactamase (Rolfe RD et coll. J. Infect 
Dis. 147, 227, 1983). 

On selectionne les souches qui ont une activite 
30 enzymatique d'au moins 0,02 imolB de cephaloridine/minute/mg 
de proteine. 

Des souches productrices de ^-lactamases peuvent fetre 
isolees de feces humaines. 
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Les bact6ries anaerobies striates fton pathogenes 
v^proauctrices de ^/'□.actamases rpeavent 6tre condxtionnees sous 
forme lyophilisee et ajoutees a tin excipient buvable juste 
avant 1' administration. Elles peuvent 6tre egalement 
5 conditionnees sous forme de g^lules, comprim^s, ou formes 
solides analogues en melange ayec des excipients. Povir eviter 
t:oufce-. destruction- des bacfceries lors du . .passage dans 
I'estomac, on peut notcunment prevoir des formes comportant un 
excipient anti-acide ou un revStement enter ique* 

10 La quantite de bacteries productrices de /^-lactamases 

qui est administree chez I'homme par voie orale est d' environ 
- v3JD . laxilO cellxiSsesi bacteriennes viables» 

L'activite des compositions selon 1' invention a ete 
mise en evidence sur le module de la souris heteroxenique 
15 traitee par la ceftriaxone • Pr6alablement, des souches de 
bacteries anaerobies productrices de p-lactamases avaient 6te 
isolees d'echantillons de feces humaines et ce sont les 
cultures tirees de ces bacteries qui ont 6te administrdes. 

1.- Isolement de souches de bacteries anaerobies 
20 strictes productrices de /^-lactamase. 

On a isole des feces de sujets sains des bacteries 
anaerobies strictes dans des conditions d'anaerobiose. Chez 
. chaque sujet, - .on identif iie . iLes clones dominants et on a 
mesure in vitro. l'activite /^-lactamase des souches 
25 isolees. 

Les ^-lactamases sont detect^es gr&ce a la methode 
. .^microbdoiogic^ decrite par ^olfe RD et 

coll. (J. Infect Dis. 147, 227, 1983). L'activite est 
quantifiee sur une echelle de 0+ a 4+. Le maximum d'activite 
30 ^-lactamase est represente par 4+. Les activites intermediaires 
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3+, 2+, 1+ correspondent a une hydrolyse partielle de 
I'antibiotique. o"*" est consider^ coinjne 1' absence d' activity 
/9-lactaioase. Le milieu gelos6 Medium 5 (Difco) et la souche 
test B. subtilis ATCC6633 ont ete utilises. 

Les echantillons de ffeces sont incubes pendant 
30 minutes a 37 'C, avec vine concentration connue 
d'antibiotique : Amoxicilline, Amoxicilline + acide clavula- 
nique, Ticarcilline, Cefotaxime, Ceftriaxone ou Cef operazone ; 
I'activite antibiotique r6siduelle est dosee. 

Le profil d'activite de souches isolees est donne 
dans le tableau I suivant. Les valeurs donnees sont les 
pourcentages d'hydrolyse des differentes ^-lactamines - 
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L' activity ^-lactamase a en outre 6t6 testee selon une 
m^thode spectrophoJu6trique (O'Callaghan et coll. 
Antimicrobial Agents Chemotherapy 1, 283, 1972). Les 
r6sultats sent report6s dans le tableau II ci-dessous. 



TABLEAU II 



ACTIVITE ^-LACTAMASE DES EXTRAITS BACTERIENS 
(/anole de c6phaloridine/inn/mg de proteine) 



Souche 




Activity 


B.uniformis 


E4 


0, 


793 


B.unifonnis 


E5 


1, 


065 


B.uniformis 


E7 


0, 


712 


B.unifonais 


£8 


2, 


165 


B.uniformis 


E9 


0, 


578 


B. thetaiotaomicron 


01 


0, 


337 


B . thetaiotaomicron 


C2 


0, 


109 


c. clostridif ormis 


C6 




302 


B. thetaiotaomicron 


CIO 


6, 


162 


B . thetaiotaomicron 


V4E3 


0, 


039 



On considere que les souches utilisees doivent avoir 
une activite ^-lactamase >0,02 /imole de c6phaloridine/ininute/ing 
de proteines bact^riennes totales. 
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2,- Mise en evidence chez la souris des proprietes des 
soucires isolees jchez la souria. 

a) Association de • guatre souches d'ana^robies 
productrices de i9-lactamase et triitement par la ceftriaxone : 

5 Des souris sans germe (ax^niques) C3H (Centre de 

S^Lectd^n des Amanaux de Laboratoires, Orleans,, Trance) , sont 
maintenues en isolateur de plastique souple de type Texler. 
Elles recoivent de I'eau de boisson a pH 3, st^rilisee par la 
chaleur. La nourriture est pr6paree commercialeinent (R03, 
10 Villemoisson/Orge, France) et sterilis6e par irradiation a 4 
megarads. 

De tels animaux -sont associes a guatre souches de 
bacteries emaerobies r 

- CI : B.th6taiota6micron 
15 - C6 : C.clostridiformis 

- E9 : B.uniformis 

- V4E3 : B.thetaiotaomicron 

e Avant le traitement par la ceftriaxone^ 1' activity 
^-lax^taemase n'est pas detectBa>re (0+) , alors que les 

20 souches bactdrienries s'implantent k 10^^^'°^ - °'^"^^ufc/g de 
feces. Lorsgue. ces m§iaes souris recoivent la ceftriaxone per 
OS (ajoute a I'eau de boisson a raison de 2 mg/ml) , les 
coniptes totaux ne sont pas modifies^ 1' activity enzymatigue 
xeste non deJ:ectable mais . J.'antibiotigue n'est pas 

25 r e tr ouv e dans les feces. 

b) Influence de 1 ' introduction des souches 
d'anaerobies productrices de ^-lactamases chez les souris a 
flore humaine traittes avec la ceftriaxone : 

. Des souris^, axenigues . /Ont ete egalement associees a 
30 une flore complexe humaine. La preparation de la solution de 
gavage est realisee en chambre anaerobie, a partir de feces 
humaines fraichement emises. L'echantillon est broy6 a I'aide 
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d'un Ultraturrax, et dilue 100 fois en milieu LCY. Cette 
dilution est transferee jusqu'li I'isolateur oix se trouvent 
des souris axeniques. Afin de proteger cette solution 
bacterienne du contact avec I'oxygene, le transport se fait 
5 dans des tubes fermes henn6tiquement a I'int^rieur de la 
chambre ana6robie. Conine dans le cas pr6c6dent, les animaux 
pr^alablement assoiff6s sent gav6s par voie gastrique et 
rectale. Le gavage est r6p6t6 apres 24 h. Dix k quinze jours 
sont necessaires pour obtenir des 6quilibres et des effets de 
10 barriferes comparables h ceux observes chez le donneur. 

Les souris a f lore humaine sont inoculees • par voie 
intragastrique avec 1 ml de bouillon TGY (Trypticase 30 g/1, 
extrait de levure 20 g/1, glucose 5 g/1, Thioglycolate de 
sodium 1 g/1, pH = 7,4) cbntenant 5.10^ufc/ml de 4 souches 
15 d'anaerobies productrices de ^-lactamase (CI, C6, E9, V4E3) 
avant 1' administration orale de Ceftriaxone (2 mg/ml dans 
I'eau de boisson) . Les resultats sont present6s dans le 
tableau III. 

Pendant la p6riode de traitement, aucune concentration 
20 antibiotique n'est detectee dans les feces. Une 
activite ^-lactamase sur la ceftriaxone est decelee apres 14 
jours de traitement, elle varie entre 1+ et 4+. 

Les ent^robacteries sensibles a la Ceftriaxone sont 
elimin6es. Les comptes d'enterocoques sont equivalents k ceux 
25 obtenus pour la flore E, t6xnoin non trait6e. La resistance k 
la colonisation par des microorganismes exogfenes r^sistants k 
la ceftriaxone f Ent. cloacae IGR67, C. albicans IGR66) est 
maintenue chez les souris chez lesquelles les souches de 
Bact6roides actives ont 6te implantdes precedemment . 

30 Les bacteries ana6robies persistent dans le 

groupe ayant re<?u les Bacteroides et les comptes totaux 
effectues en chambre anaerobie ne sont pas signif icativement 



4/4/2007, EAST Version: 2.1.0.14 



wo 88/07865 



PCT/FR88/00172 



- 10 - 

TTir^ Hv-F-i par la ..presence de ces^ bacteries, par rapport au 
"tembin. Les CMI -StD-'et 90 de ces Uacteries sont respectivemenl: 
de 512 et >1024 /ig de ceftriaxone par lal. Les bacllles a Gram 
negatif repr6sentent alors 84 % de cette flore, il y a 
5 egalement 13 % de bacilles a Gram positif sporules et 3 % de 
cocci. . 

L' identification par le syst&me Api 20A permet de 
retrouver parmi ces souches des Cclostridiformis et 
B.uniformis ayant les memes caracteres que ceux administres 
10 juste avant le debut du traitement par Ceftriaxone. 
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Tableau III 



EFFET D'ANAEROBIES PRODUCTRICES DE ^-LACTAMASE 
SUR L' IMPACT ECOLOGIQUE DE LA CEFTRIAXONE 
CHEZ DES SOURIS A FLORE HUMAINE 





Flore 
traitee 
(s=4) 


Flore traitee 
+ Bact6roides 
(s=5) 


Flore 
non traitee 

(s=5) 


Enterobacterie 
sensible a la 
ceftriaxone 


<2,00 


<2,00 


5.10 + 1.01 


Ent. Cloacae 
IGR67 


7,23 + 0,86 


<2,00 


<2.00 


Ent6rocoque 


<2.00 


5,90 + 0,24 


6,13 * 0,31 


C. albicans 
IGR66 


6,79 + .0,53 


5,50 + 0,19 


4,88 -I- 0,25 


Anaerobies 
totales 


<5,00 


10.48 -f 0.11 


10,22 + 0.10 


Concentration 

Ceftriaxone 

pg/ml 


890-1400* 
(n=40) 


<0,1 
(n=50} 


<0.1 
(n=55) 


Activitd 
/9-lactaiiiase 


0+ 
(n=50) 


1-f i 4+ 

(n=50) 


0+ 
(n=55) 



5 Moyenne + SEM ufc/g de feces (10 g) sur 6 prelevements 
Resultats soulignes : differences signif icatives p> 0.5 
* Valeurs extremes 
s = noinbre de souris testees 
n = noinbre d'echantillons fecaux etudies 

8 . 11 

10 En therapeutique humaine, on administre 10 a 10 de 
bacteries par jour de traitement antibiotique sous forme de 
gelules gastroresistantes a debitement enterique (gelules 
5.10^ de bacteroides) . 
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J REVENDICATIONS 

1) Composition pharmaceutigue, adiainistrable par voie 
orale, destinee a reduire les ef fets des /9-lactaBines sur la 
floire'^ intestinale 'Tchez I'hoiaiHe, ^et caracterisee en ce qu'elle 
comprend des bacteries anaerobies striates non pathogenes 

5 pour I'honmie et productrices de ^-lactamases. 

2) Composition selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que les bacteries sent choisies parmi les souches de 

> i^-osl^iditua et>de'*^actdroidesic^rQductrices de ^'^!Iacteunases. 

3) . Composition selon la revendication 2, caracterisee 
10 en ce que les bacteries sont choisies parmi les souches de 

Clostridium productrices de ^-lactamases. 

4) Composition selon la revendication 2^ caracterisee en 
ce que les bacteries sont choisies parmi les souches de 
-Bact6roides uniformis productrices de /^-lactamases . 

15 5) Composition selon la revendication 2, caracterisee en 

ce que les bacteries sont choisies parmi les souches de 
Bacteroides thdtaiotaomicroh productrices de ^-lactamases. 

6) - Composition selon I'une quelconque des revendications 
1 lai 57 caracter^rsee en ce c[ue l«s bacteries choisies ont une 

20 activite ^-lactamase d'au mo ins 0,^02 /zmole de 
cephaloridine/minute/mg de proteines bacteriennes totales. 

7) Composition selon I'line quelconque des revendications 

8 

. -X Ja JB , caracterisee en ce /qa'elle contient d'^-imviron- 10 a 
10^"*" bactdries anaerobies strictes non pathogenes productrices 
25 de ^-lactamases. 
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A B R E G E 



La pr6sente invention a pour objet une composition 
pharmaceutique, administrable par voie orale, destinee & 
reduire les effets des ^-lactamines sur la flore intestinale 
Chez I'homme, et caract6risee en ce qu'elle comjjrend des 
bacteries anaerobies strictes non pathogfenes pour I'horame et 
productrices de /^-lactamases . 
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